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Abstract: Using the bacteriophages and their propagating strains shown in Table 1, 
lysogenicities of the strains, sensitivities of the strains to the phages and sensitivities of 
phage resistant mutants to the phages were tested to clarify specificities of the phages. 
Growth inhibition of the strains with low reproducibilities were observed by spotting the 
culture filtrates of the strains (Table 2). Applying plaque assay method, lysogenicities 
were found in 20 combinations (Table 3). Differences between two methods may be 
caused by different induction rates by the time and also by pyocine activities when undi- 
luted filtrates were spotted. From these results, it can be said that there is no misreading 
caused by lysogenic phages in the stocks of typing phages when 1 一 3x105 PFU/ml solu- 
tions were applied. In addition, frequent host-induced modifications were observed 
among lysogenic phages originated from the same culture filtrate grown on different hosts 
(Table 4). Sensitivities of the propagating strains to typing phages were shown in Tables 
5 and 6. The same host range between the two phages was not seen in each method except 
between phages 44 and 1214 in the method of spotting 10° PFU/ml. This result shows 
specificity of each phage, and possibility to select two out of four non-lysogenic strains 
for propagating 12 phages. Forty-nine kinds of phage resistant mutants were isolated from 
11 strains except GN3405, and a total of 410 mutants were tested for sensitivity to 
the phages (Table 7—13). Thirteen cases gained the sensitivity to originally insensitive phages 
and 16 cases lost the sensitivities to all phages in almost all strains. Six kinds of phage 
119X resistant mutants originally not sensitive to phage 21 retained the sensitivities to the 
other phages and two kinds lost also sensitivity to phage 21, but there was no phage 21 
resistant mutant isolated. This result indicates that phage 119X is specific to the other 
phages but there is some relation between phages 119X and 21. Table 14 summarised 


cross-resistances between two kinds of phage resistant mutants. Cross-resistance was 


Received for publication, September 10, 1981 
本 研究 の 一 部 は 九州 微生物 研究 会 か ら の 研究 費 と に よっ て 行わ れ た . 
長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 業績 , 第 1,109 号 


120 


always observed between phages 7 and 352, 7 and M4, M4 and E79, 1214 and M4, E79 


and M4, and M4 and C11, whereas no cross-resistances were found between 7 and 1214 
or F8, 352 and 44, 1214, F8, E79 or C11, F8 and M4, 21 and C188, 119X and eight 


kinds of phages. Finally, the similarity indexes of the lytic spectra of two phages on 410 


mutants show the correlation between phages 7 and 352, 44 and 1214, F8 and E79 which 


support the typing method of Sakamoto et al. 
E79, 1214 and E79, M4 and C11 (Table 15). 


(1977) and between 44 and F8, 44 and 
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緑 騰 菌 の 型 別 法 と し て は 血清 型 別 法 , ファ ー ジ 型 

別 法 ,。 プロ ファ ー ジ 型 別 法 。 2 種 の ピオ シン 型 別 
ik, 化学 的 型 別 法 が ある こと は , Sakamoto et al. 
(1975) が それ ぞ れ に つき 文献 を 掲げ て 述べ て いる 
通り で ある . 一 方 これ と は 別に 本 間 (1975) が 血清 
型 別 法 , 内 藤 (1975) が ファ ー ジ 型 別 法 と ピオ シン 
型 別 法 に つい て の 概説 を 行っ て いる . これ ら の うち 
血清 型 別 濯 のみ は Homma et al. 1971) に よっ て 
完成 され た も の で ある . 

ピオ シン 型 別 法 の うち , 特定 の 指示 菌 キ ッ ト に 対 
する バク テリ オン シン 原 性 を 利用 し た 型 別 法 に 関し て 
ix, 当 部 門 の 内 藤 お よび その 関係 者 が 基礎 的 検討 と 
型 別 , さら に は 血清 型 別 と の 併用 を 行っ て きた. 
A の 経過 関し て は 最近 の 成果 を 発表 し た 仲宗根 
(1980) が その 緒言 で ふれ て いる . 

一 方 ファ ー ジ 型 別 法 に 関し て は 上 記 Sakamoto et 
al. (1975) が 引用 し た 以降 の 進展 は み ら れ て いな 
いと いえ る . わが 国 に お いて は , それ まで に この 方 
面 の 研究 報告 は な く , 東京 大 学 医科 学研 究 所 本 間 居 
教授 の も と で Dr. Sjöberg より 入手 の 型 別 用 ファ 
ー ジ と それ ぞ れ の 増殖 用 菌株 が 保存 され て いた . こ 
れ が 酸 酵 会 究 所 飯島 貞二 所 長 の も と へ 移管 され , fü 
由来 の 2 種 を 加え た 21 種 の ファ ー ジ を 用 いて 検討 が 
加え られ た (Sakamoto et al., 1975) . それ で は 
707 株 に 対す る 各 フ ァ ー ジ の 感受 性 試験 結果 よ OG 
た similarity index を 基礎 に , 作用 域 の 狭い 4 種 
を 除外 し た 17 フ ァ ー ジ を 3, 3, 3, 2, 2, 2, 
1, 1 種 の 8 群 に わけ , | — WEE X 2AU9] (Aー 
H 型 ) と 各 型 を 一 WW 群 に より 32 亜 型 に 分 ける 方 法 
を 提唱 し て いる . また 指示 菌 9 株 を 用 いた プロ ファ 
ー ジ 型 別 法 に 対す る 言及 も ある . さら に 氏 ら は 手技 


n 


の 簡易 さか ら フ ァ ー ジ 型 別 法 に つい て 検討 を 進め , 
上 記 1 IF: 2 種 ず つ に 減じ て の 型 列 , V 群 と WM 
群 よ り 1 種 を 残し VI 群 を 加え た 3 ファ ー ジ に よる 征 
型 。 残 る W 群 の うち の 1 種 と WW 群 (1 種 ) に 新規 分 
離 の + ファ ー ジ を 加え た 3 種 に ょ る Suffix を 利用 
し た 型 別 コー ド を 提唱 する に 至っ た (Sakamoto et 
al., 1977). 

当 部 門 に お いて は ピオ シン 型 と 対比 させ て の ファ 
ー ジ 型 の 検討 を 企画 し て , 上 記 12 種 の 型 別 用 ファ ー 
ジ と それ ぞ れ の 増殖 用 菌株 の 分 与 を 受け た の で ある 
が , 型 別 へ の 利用 に 先立っ て 一 部 基礎 的 検討 を 進め 
つつ ある . 本 論文 に お いて は , 増殖 用 菌株 の 藩 原 性 
試験 の 結果 と 増殖 用 菌株 由来 の ファ ー ジ 抵抗 性 変異 
株 の 各 フ ァ ー ジ に 対す る 感受 性 試験 成績 に つい て 記 
述 す る . 


材料 と 方 法 


菌株 と ファ ー ジ 

本 研究 に 使用 し た ファ ー ジ と 各 フ ァ ー ジ に 対応 す 
る 増殖 用 菌株 は 表 1 に 示し た . 緒言 で 述べ た よう 
に , これ ら の 株 は 酸 酵 研究 所 飯島 上 真 二 所 長 の 御 好 意 
に より 分 与 さ れ た も の で ある . これ ら は , E79 が 
Holloway の 研究 室 , @S-5 が 酸 酵 研究 所 で 分 離さ れ 
た も の で ある の を 除き , 残る 10 フ ァ ー ジ と その 増殖 
用 菌株 は Sjóberg & Lindberg (1968) が 使用 し 
て いる も の で ある (Sakamoto et al., 1977). 


使用 培地 と 緩衝 食塩 水 

Sakamoto et al. (1975, 1977) の 記載 に 従っ て , 
ポリ ベ プ トン REŽE), 酵母 エキ ス  CAGUAE 
£D. 塩化 ナトリウム を それ ぞ れ 1, 0.3, 0.220 
割 に 精製 水 に 溶解 。 pH 7.2 と し た も の を 基礎 と し 


? 


Table 1. Strains used in this experiment 


Propagating strain Phage 

IFO No. Symbol IFO No. Symbol 
13739 7 20036 7 
13740 352 20037 352 
13741 44 20038 44 
13742 1214 20039 1214 
13743 F8 20040 F8 
13744 M88 20041 E79 
13745 M4 20042 M4 
13746 C11 20043 C11 
13747 21 20044 21 
13748 C188 20045 C188 
13749 119X 20046 119X 
13750 G N3405 20047 ó S-5 


IFO: The Institute for Fermentation, Osaka. 
All strains were kindly supplied by IFO. 


た . 液体 培地 (以下 ブイ ョ ン ) と し て 使用 する 場合 , 
塩野 谷 ・ 本 間 (1968) の la 型 保持 の た め , 硝酸 ヵ 
リウ ム を 0.4 め の 割 に 加え た . 回 型 培地 お よび 重層 
用 軟 寒天 は 上 記 基 礎 培 地 に 寒天 未 C 和 光 ) を それ ぞ 
311.525, 0.8 め 加え を た も の を 用 いた . 

ファ ー ジ 原液 の 調製 ま た は その 希釈 に 用 いた 緩衝 
食塩 水 は , Yamamoto and Naito (1965) と 同じ 
く , 1/15M リ ン 酸 緩衝 液 た 塩化 ナチ トリ ッ ム を 0.1M, 
硫酸 マグ ネン ウム を lmM の 割 で 添加 し た も の で あ 
A. 


ファ ー ジ の 増殖 また は プラ ッ ク 算 定 

12 種 の 型 別 用 ファ ー ジ は 表 1 で 対応 させ た 増殖 用 
菌株 を 用 いて 以下 の ょ うに し て 増殖 を 行っ た . B 
用 菌株 の ブイ ョ ン 379?C 1 夜 培養 を 小 試験 管 に 0.1ml 
宛 分 注 これ に ファ ー ジ 原液 より の 10 進 希釈 液 列 の 
0.25ml ずつ を 加え , 37?C の 温浴 中 に 5 一 10 分 間 軒 
き , つい で 各 試 験 管 に 2.5ml の 軟 寒 天 を 加え て 混 
M, 寒天 平板 上 に 重層 し た . 37?C 1 夜 培養 後 溶 菌 
状況 を 観察 し , semiconfluent lysis を 認め た 平板 
また は その 1 段階 高 濃度 の 希釈 液 を 用 いた 平板 を 選 
E, それ ぞ れ の 胃 寒 天 層 を ュ ン ラー ジ 棒 で 遠心 管 へ 
か き と り , 緩衝 食塩 水 3.5m1 を 加え て 室温 約 1 時間 
置き , その 3,000rpm, 20 分 遠心 上 清 を 0.454 の ミ 
リポ アフ ィ ル ター で 濾過 し た だ た. これら の ファ ー ジ 原 
液 は 5"C に 保存 し た . 
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上 記 深 菌 状況 観察 た に際し て , 適当 数 の プラ ッ ク を 
認め た 平板 に つい て は プラ ッ ク 数 を 数 え , 分 与 を 受 
けた ファ ー ジ の 力 価 を 知っ た . 新た に 得 た ファ ー ジ 
原液 に つい て も 上 記 に 準じ て プラ ッ ク 数 算定 を 行っ 


+- 
ioe 


ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 分 離 

各 増 殖 用 菌株 に つき 後 出 の 表 6 を 参考 に 感受 性 を 
示す ファ ー ジ に 対す る 抵抗 性 変異 株 の 分 離 を 以下 の 
方 法 で 行っ た . その 増殖 用 菌株 に 対し て 10°PFU/ml 
に 相当 する ファ ー ジ 希釈 液 (多く の 場合 原液 の 100 
倍 ) お よび その 10 進 希釈 液 列 の 0.25ml を , 該当 す 
る 菌株 の ブイ ョ ン 1 夜 塔 養 の 0.1ml と 混 じ , 37°C 
5 —102-,  BOGEX2.5ml と と も に 寒天 平板 に 重 
層 , 372C に 培養 し た . ARARAU L? 
も その 中 に 集落 形成 を 認め た 寒天 平板 を 選び , 個々 
の 集落 を それ ぞ れ トリ プ ト ッ ソイ 寒天 平板 に 分 離 培養 
し た . 翌日 分 離 塗 抹 の 先端 に 近く 孤立 し た 1 集落 を 
選び , 寒天 平板 の 4 ヵ所 に 容 刺 , 37°C 4 一 6 時 間 
培養 後 そ の 上 に 親株 の 1 74 a VERO. Iml € 
寒天 2.5ml で 重層 し た . 37?C 1 夜 培養 後 , 容 刺 部 
に 発育 し た 菌 苔 に 一 致し て の 落 菌 また は プラ ッ ク 形 
成 を 認め た 場合 は 浴 原 化 株 と し て これ を 除外 , 無 変 
化 で あっ た も の に 該当 する トリ プ ト ソ イ 平 板 上 の 残 
存 集落 を 保存 に 移し た . この 際 , それ より の ブイ ヨ 
VERO. Iml ARER CEE し た 平板 上 に 該当 ファ 
ー ジ の 高 濃度 液 を 滴下 し て 抵抗 性 獲得 の 確認 も 行っ 
た . さら に NAC 寒 天 に ゃ 移植 し て , それ へ の 発育 
に ょ より うり 緑 肛 菌 で ある こと を 確認 する と と も に , 産生 
色素 を 記録 した. 
目的 と する 親株 に 対 し て 完全 沙 菌 が 認め られ な か 
っ た 組合 せ に つい て は , その 組合 せ で 増殖 を 行っ て 
得 た 高 力 価 の ファ ー ジ 液 を 利用 し て 上 記 と 同様 に 行 


nu 


っ た . 

以上 に よっ て 分 離 不能 の 場合 , 武部 0972 の 記 
載 を 参考 に , 目的 と する 親株 を 100mcg/ml に N — 
メチ ルーN/ー ニ トロ ーNー ニ トロ ソ グ アニ ジン を 
含有 する 0.1M クエ ン 酸 ソー ダ 緩 衝 液 て pH6.0) で 
30 分 処理 し た も の の ブイ ョ ン 1 夜 培養 液 を 用 いて 同 
様 に 実施 し た 


ファ ー ジ 液 の 滴下 法 
被験 菌株 を MERKT 重層 し た 多数 の 寒天 平板 上 
に , 各 フ ァ ー ジ を 一 定 濃度 に 希釈 し た も の また は 特 
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定 フ ァ ー ジ の 10 進 希釈 液 列 を 滴下 する 場合 は 同時 に 
20 試 料 を 扱い 得る 多 試料 滴下 装置 を 使用 し た . 本 装 
置 は Sakamoto et al. (1975, 1977) に 記載 され て 
いる よう に 酸 酵 研究 所 坂本 博士 の 考案 に な る も の 
T, 同 研究 所 の 御 厚意 に ょ り 当 部 門 と し て も 入手 で 
きた も の で ある . な お 本 装置 に ツベルクリン 用 注射 
針 26G を 使用 し た 場合 の 1 滴 は 0.01ml で ある . 


実験 と 結果 


滴下 法 に よる 増殖 用 菌株 の 溶 原 性 試験 
増殖 用 菌株 12 株 を ブイ ョ ン に 37 °C 16 一 18 時 間 培 
養 , その 大 部 分 の 4,000rpm 20 分 遠心 上 清 を 0.45 y 
の ミリ ポア フォ ルター で 濾過 し て 得 た 液 に つき 試験 
Lic. 一 方 上 記 で 少量 残し た 各 ブ イ ョ イン 培養 の 0.1 
ml を 2.5ml DORER TEE LÆRT Z VFR 
それ ぞ れ の 上 に 上 記 各 濾液 その も の を 0.1ml o €^ 


ッ ト を 用 いて 1 滴 ず つ 滴 下 , 37 °C 1 夜 培養 後 滴下 
部 に 一 致し て の 菌 発育 阻止 また は プラ ッ ク 形 成 を 観 
察し た . この 交差 試験 は 新た に 調製 し た 濾液 を 用 い 
て 4 回 行い , その 全 成 績 を 表 2 に 示 し た . 

144 組 合せ の うち 第 1 回 に 26 組 , 第 2 回 17 組 , 第 
3 回 33 組 , 第 4 回 40 組 に 菌 発育 阻止 また は プラ ッ ク 
形成 が 認め られ た と の 結果 で あっ て , その 現象 発現 
は 一 定 で な い 場 合 が 多かっ た . これ を 何れ か の 指示 
菌 に 対す る 現象 発現 と し て みる と , 菌株 44 と 21 の 演 
液 で は 毎回 , 1214, C11, C188, GN3405 の 4 濾液 
が 3 回 。 7, M88, 119X03 濾液 で 2 回 , 352, 
F8, M4 の 濾液 が 1 回 と な る . 


プラ ッ ク 法 に よる 増殖 用 菌株 の 溶 原 性 試験 

前 項 と 同様 に し て 作製 し た 増殖 用 菌株 12 株 の 濾液 
お よび それ ぞ れ の 10 進 希釈 液 列 の 0.25m1l を , 交差 
的 に 各 増 殖 用 菌株 の ブイ ョ ン 培養 0.1ml と と も に 


Table 2. Lysogenicity among the propagating strains by spot method 


Culture filtrate 


Indicator 
PUR 7 3532 44 1214 F8 M88 M4 Cl 21 C188 119X GN3405 
d = ++ 
"E ーー +- ーー ーー +- キー +- 
-+ ++ ーー キー ++ ーー +- +- 
44 m escis d 
1214 -t T まこ "m 
Fa + ++ +- ーー ーー キー 44 o 一 キー 一 キー 
ーー ++ -- キー -+ ++ ++ ++ キー ++ 
ー ナ ++ +- ーー = 
MI E d. B4 ++ desk 
Ss ++ +- +- ーー t- ーー +- 
MES 3 dec (de EE ues A px npe 
-+ mE キー キー 
eu s キー ++ キー 
"S +ー ー ナ anos ーー 
a ++ ー+ =+ オー 
C188 ou -+ ーー -— an un 
-—4 キー +- ーー ーー -+ オー — キー 
BEN EE duo em qe co eor Aie. Seu nn 
=+ 
GN3405 ZF 


Checker-board experiments were repeated four times using newly prepared filtrates. 


Exp. 1, Exp. 2 


Results were arranged as Exp. 3, Exp. 4 and blanks mean no reaction at all. 


37 ?C 5 一 10 分 保っ た 後 軟 寒天 2.5 ml で 寒天 平板 
に 重層 , 1 夜 37 °C に 培養 後 菌 発育 阻止 を 観察 する 
と と も に プラ ッ ク 数 を 算定 し た . 毎回 新規 に 調製 し 
た 濾液 を 用 いて 3 回 ずつ 実施 し た 結果 を 表 3 に ま と 
Xy. 

LEED 5 DUCAR y — AMARI Sh, 
表 中 に * 印 を 付 し た 4 組 で は 3 回 目 に プラ ッ ク 形 成 
が 認め られ な か っ た . これ ら 4 組 を 除く 組合 せ に つ 
いて 最高 値 と 最低 億 の 開き を みる と 3.7 一 0.5 の 間 に 
あり , 3.0 以 上 が 5 組 , 2.0 一 2.9 が 3 組 , 1.9—1.0 
が 4 組 , 1.0 以 下 が 4 組 と な る . 菌株 44 の 濾液 は 自 
己 を 除く 11 株 中 6 株 に プラ ッ ク 形 成 を 示し て 最も 溶 
菌 域 が 広く , 5 株 に 作用 し た GN3405 の 濾液 が これ 
人 に 次 ぎ , C11, 21, C188 の 3 濾液 は 2 株 に , 7, 
12140 2 濾液 は 1 株 に プラ ッ ク を 形成 し , 残る 352, 
F8, M88, 119X0 4 株 に は 溶 原 性 が 認め られ な 
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か っ た . 


溶 原 ファ ー ジ の 作用 域 

表 3 に 示 し た 各 組 合せ に こつ いて, それ ぞ れ 対応 す 
る 菌株 を 指示 菌 と し て プラ ッ ク を 純化 後 増殖 を 行 
v, 可 及 的 に 高 力 価 の ファ ー ジ 液 3.2x10'—2.6 
x10!PEU/mD を 得 た . これ ら の ファ ー ジ 液 と そ 
の 10 進 希釈 液 列 の 1 滴 を , 各 増 殖 用 菌株 の プイ ョ ン 
培養 0.1ml を 戦 寒天 で 重層 し た 寒天 平板 上 に 滴下 , 
1 夜 培養 後 溶 菌 像 を 観察 記録 し た . 滴下 部 に 一 致し 
て 完全 溶 菌 を 示 し た 最高 希釈 倍数 を 示し た の が 表 4 
TA. 

ファ ー ジ A は 濾液 の 場合 と 同じ く 菌 株 M4 の み が 
感受 性 を 示し た . ファ ー ジ BーG は いずれ る も 濃 液 44 
に 由来 し た プラ ッ ク を , それ ぞ れ に 感受 性 で あっ た 
6 種 の 株 で 純化 増殖 し た も ゃ の が ある が , それ ら の 宿 


Table 3. Lysogenicity among the propagating strains by plaque count method 


Culture filtrate 


Indicator 
RUM 7 35 44 124 Fg M88 M4 CH 21 C188 119X GN3405 
7 
352 
44 
du 5.6 8 E 
à 84 C 24 K ag L gz N 
i TLECE ro $5 
Ma 53A — QE 3.8 q 
TU 
57『 
C188 
i pue 3v88o89 HV 
G N3405 


Checker-board experiments were repeated three times using newly prepared filtrates. 


di ugs minimal 
Numbers indicate : 
maximal 


* : No plaque formation in Exp. 3. 


titers in logisN/ml and blanks mean no plaque formation. 


A-V are related to the next table. 
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Table 4. Host range of lysogenic phages among the propagating strains 


Indicator Lysogenic phage 
Pax ABCDEFGHEKLMNOPQRS TU V 
7 * 
352 2 2 2 
44 * * * 。 ※ xo å 
1214 4 4 4 
F8 5 6 6 4 6 3 5 5 4 
M88 4 3 7 3 4 5 
M4 4 4 3 4 6 2 " 2 "T 
C11 2 2 xko  * 
21 2 3 4 3 6 "m 
C188 3 4 xo 0o 
119X 2 3 2 6 2 3 4 3 3 3 j 
G N3405 2 " de 


A-V were mentioned in Table 3 and RTD of these stocks propagated from each combination 


were shown by Gothic number. 


主 域 は 。 菌株 F 8, M88 が すべ て に 感受 性 , 7, 44 
が 非 感受 性 で あっ た の を 除い て は , すべ て 異な っ て 
お り , 濾液 の 場合 非 感受 性 で あっ た 352, C11, C 
188, GN3405 に 感受 人 性 を 認め る 場合 が あっ た . 7 
ァ ー ジ 有 H は その 増殖 用 菌株 M88 の み で は な く 21 が 感 
受 性 を 示し た . ファ ー ジ KK は M4 の 濾液 と 同じ く 菌 
株 F 8 の み が 感 受 性 で あっ た . ファ ー ジ 上 と M, N 
£O, P と Q は それ ぞ れ 濃 液 C11, 21, C188 に 由 
来 し 感受 性 を 示 し た 各 2 種 の 株 で 増殖 し た も の で あ 
る が , L と N は 濾液 と 同じ 宿主 域 を 示し た が , M, 
O, P, Qo の 4 ファ ー ジ に 対し て は 増殖 株 の み が 感 
受 性 を 示し た . 残る ファ ー ジ ポー V は 渡 液 CGN3405 
由来 で 5 株 の 感受 性 株 で 増殖 し た も の で ある が , W 
主 域 は , 濾液 た は 感受 性 を 示さ な か っ た FF 8 を 加え 
た 6 株 の うち それ ぞ れ 3, 2, 3, 2, 2 株 が 感受 
性 を 示し , 菌株 M4 は 5 ファ ー ジ に 感受 性 で あっ た 
も の の , 他 は すべ て 異な っ て いた . 


増殖 用 菌株 の 型 別 用 ファ ー ジ に 対す る 感受 性 試験 

(滴下 法 ) 

分 与 を 受け た 12 種 の 型 別 用 ファ ー ジ に つい て は , 
変異 ファ ー ジ の 株 化 を 避け る た め , プラ ッ ク 純 化 を 
行わ ず 直接 対応 する 増殖 用 菌株 上 で 増殖 を 行っ た . 
その 結果 119X が 6.1x10PFU/ml で あっ た ほか は 


Number indicates RTD for each combination in —logigN 
and * shows the immune relation between them. 


1.6x109 一 5.1x10HPEU/ml の ファ ー ジ 原液 を 得 , 
これ を 以下 の 実験 に 使用 し た . これ ら の 原液 か ら 調 
製 し た 10? PFU/ml CHATARRA lie, 各 増 
殖 用 菌株 の ブイ ョ ン 培 養 0.1ml を 軟 寒 天 と と も に 重 
層 し た 寒天 平板 上 に 滴下 , 1 夜 培養 後 の 指 示 菌 発育 
阻 政 状況 また は プラ ッ ク 形 成 を 記録 し た . 日 を 替え 
て 行っ た 10? PFU/ml 相当 液 の 滴下 実験 成績 と 同時 

こ 示 し た の が 表 5 で ある . 

高 濃度 ファ ー ジ 液 を 滴下 し た 結果 で は , 菌株 7 と 
M4 は 全 フ ァ ー ジ に 感受 性 を 示し , F 8 と 119X は 
11 種 の ファ ー ジ に , 352, M88, C11, 21 は 10 種 , 
44 と 1214 は 6 種 。 C188 と GN3405 は 3 種 の ファ ー 
ジ に 感受 性 で あっ た . し か し これ を 多く の ファ ー ジ 
(に と っ て ファ ー ジ 型 別 時 に 使用 する 1 RTD 
当 す る と みな され る 10? PFU/ml 液 を 滴下 し た 場合 
で みる と , 全 フ ァ ー ジ に 感受 性 の 株 は な く , WRM 
4 が 11 種 , F 8 は 10 種 。 C11 と 119X で 9 種 , 352, 
M88, 210 3 株 が それ ぞ れ 8 種 ,。 7 が 6 種 , 44 と 
1214 は 4 種 。 GN3405 の み は 変 化 な く 3 種 , C188 
は 1 種 の ファ ー ジ に 感受 性 と な っ た . 両 成績 の 問 で 
最も 差 が あっ た の は 6 種 の ファ ー ジ へ の 感受 性 が 認 
め ら れ な く な っ た 菌株 7 で あっ て , 既に 指摘 し た 
GN3405 を も 除外 し た 10 株 で は 1 ファ ー ジ へ の 感受 
性 が み ら れ な く な っ た F 8, M4, Clo 3 菌株 を 


- 
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Table 5. Sensitivity of the propagating strains to typing phages by spot method 


Indicator 


Typing phage 


strain 7 352 44 1214 F8 


E79 M4 C11 


21 C188 119X 95-5 


1 2/3 2/2 /3 /1 /1 
352 3/3 3/3 3⁄3 3⁄3 23 


44 3/3 3/3 /1 
1214 A 2/3 3/3 /2 
F8 /2 1/3 1/3 1/3 3/3 


M88 3/3 1/2 1/3 1/3 3/3 
MA 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 
C11 1/3 2/3 3/3 2/3 3/3 

21 3/3 1/2 1/2 1/2 1/2 


C188 
119X 1/3 3/3 1/3 / 
G N3405 2/3 2/3 


/1 3/3 2/3 1/3 /2 2/3 /2 
2/3 /1 873 /1 3/3 


/i 1/3 1/3 

2/3 2/3 

3/3 2/3 3/3 1/2 173 1/3 

3/3 / 1/2 /1 1/3 

3/3 3/3 3/3 3/3 /1 1/3 2/3 

3/3 p 3/3 2/3 1/3 

1/2 3/3 /1 2/3 A 
/ 1/3 /1 


2/3 3/3 3/3 2/3 /2 3/3 2/3 


2/3 


Results were obtained by spotting 109/10? PFU per ml suspensions of each phage. 


3 : confluent lysis, 2 : 


除き , 残る 7 株 は 2 種 の ファ ー ジ へ の 感受 性 の 差 で 
あっ た . 


増殖 用 菌株 の 型 別 用 ファ ー ジ に 対す る 感受 性 試験 
(プラ ッ ク 法 ) 

各 型 別 用 ファ ー ジ を 10? PFU/ml に な る よう に 和希 

釈 し た 液 を 用 いて , 増殖 用 菌株 12 株 すべ て に 対す る 


semiconfluent lysis, 1 : plaques, blank : no reaction. 


平板 効果 を 2 回 求め , 高い 方 の 値 を 一 覧 と し た の が 
表 6 で ある . 

菌株 M 4 と 119X は 11 種 の ファ ー ジ に 感受 性 を 示 
し , 10 種 の ファ ー ジ に 感受 性 を 示し た の が 7, 392, 
M88 の 3 株 , 9 種 が F 8 と C11 の 2 株 , 8, 7, 
5, 3, 2 種 が か それぞれ 21, 44, 1214, GN 3405, 
C188 の 1 株 ずつ で あっ た . 上 記 の う や ち 各 増殖 用 菌株 


Table 6. Sensitivity of the propagating strains to typing phages by plaque count method 


Typing phage 


Indicator 
strain 7 353 44 1214 F8 E79 M4 Cl 21 C188 119X 9@S-5 
7 9.3 76. 3.7 6.5 64 75 99 70 78 9.5 
352 94 97 99 86 82 74 9.6 8.0 89 35 
44 9.9 9.5 77 73 8.5 8.6 9.8 
1214 6:5. 9.5 25: 8.1 8.7 
F8 6.3 9.9 9.5 9.6 39.5 9.6 9.9 53 9.9 
M88 8.9 6.9 9.7 93 94 93 41 31 293 9.8 
M4 81 57 9.6 88 91 93 9.6 85 77 9.1 5.5 
C11 9.0 71 99 9.3 96 95 9.9 7.9 9.4 
21 8.2 5.5 8.3 74 70 cd 9.1 9.7 
C188 7.0 9.7 
119X 9.1 74 29 7.2 9.4 9.7 9.9 99 44 99 6.7 
G N3405 8.2 8.5 9.0 


Number indicates higher titer in logioN /ml from two experiments. 
Gothic number means the titer on propagating strain. 
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(について, 対応 ファ ー ジ に 対す る 平板 効果 に 等 し い 
か また は それ 以上 の 値 を 示し た ファ ー ジ を 列記 する 
€. BERT に 対す る ファ ー ジ M4 と 119X, 菌株 352 
対 フ ァ ー ジ 44: F 8 対 44。 M4, CIL, 119X;M88 
対 44, 1214, F 8, 21, 119X; M4 対 44: C11 対 44: 
21 対 119 XX: 119X% C11, 21 で あり , 菌株 44, 1214, 
C188, GN3405 で は 対応 ファ ー ジ の み が 最 高値 を 
示し て いた . 


ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 型 別 用 ファ ー ジ 感受 性 試 
E 

材料 と 方 法 の 項 で 述べ た よう に し て 分 離 で きた フラ 
ァ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の プイ ョ ン 1 夜 培養 0.1ml zeli 
寒天 2.5ml と と も に 重層 し た 寒天 平板 上 に , 型 別 用 
7 y V 010PFU/ml か ら 10*PFU/ml に 至る 10 進 
希釈 液 の それ ぞ れ を 滴下 , 1 夜 培養 後に 浴 葉 斑 を 観 
RLE. 以下 表 7 一 13 に お いて は 10*PFU/ml また 
は より 低 濃度 の 液 まで 完全 溶 薦 を 示 し た 場合 を 十 , 
10*PFU/ml 液 ま で 完全 深 菌 を 認め た も の を 士 , 109 
PFU/ml 液 の み で 完全 深 菌 また は プラ ッ ク 形 成 を 
認め た 場合 は 無 変化 の 場合 と 合せ て 一 と 整理 し た . 
菌株 7 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 7 最 上段 に 示し た よ 
うに 1 RTD 液 で 完全 溶 菌 を 示す 7 , M4 ,119 双 の 
3 種 の ファ ー ジ に 対し て は 抵抗 性 変異 株 が 分 離 で き 
た .7/7 は 試験 し た 10 株 が すべ て 同時 に ファ ー ジ AM4 
と 119 欠 だ 対し て も 抵抗 性 を 示し , 親株 が 非 感受 性 
で あっ た ファ ー ジ C188 に 対し て 感受 性 を 示 し て い 
た . 7/M 4 は 分 離 で きた 10 株 の うち 9 株 は 同時 に フ 
ァ ー ジ 7 と 119 玉 に 対す る 感受 人 性 を 失っ て お り , 5 


Table 7. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain 7 


Strain E Sensitive pattern 
7 キーーーーー オーーー+ー 
/7 10 = em += 
8 is Es = 
/M4 1 — = +— 
Í = ー + 
/119X 2 + + á 


The arrangement of typing phages is the same 
as Tables 5 and 6. +: highly positive, +: 
positive by high titer suspension. Remarks are 
also effective to Tables 8—13. 


ち 1 株 は 7/7 の 場合 と 同様 ファ ー ジ C188 に 対す る 感 
受 性 が 発現 し て いた . 残る 1 株 は 弱い な が ら フ ァ ー 
ジ 119X に 対す る 感受 人 性 の み を 保持 し て いた . 7/119 
え は 2 株 分 離 で きた の み で あっ た が , と も に ファ ー 
ジ 7 と M4 に 対す る 感受 性 に 変化 は な く , 7/7, 7/ 
M4 と は 異な っ た 傾向 を 示し た . 

菌株 352 由 来 抵抗 性 変異 株 : 表 8 に 示し た よう に 
親株 が 強度 感受 人 性 を 示す 8 種 の 型 別 用 ファ ー ジ の う 
b C188 の 場合 は 完全 溶 菌 平板 中 に 集落 発生 が な く 
抵抗 性 変異 株 は 分 離 で き な か っ た . 352/7 の み が 9 
株 同じ 態度 を 示し , ファ ー ジ C188 へ の 感受 性 の み 
を 残し 該当 ファ ー ジ の ほか 6 種 の ファ ー ジ に も 抵抗 
性 と な っ て いた . 352/352 は 8 株 中 5 株 が ファ ー ジ 
1214 と C188 を 除く 5 種 の ファ ー ジ へ も 抵抗 性 と な 
り , 残る 3 株 は それ ぞ れ 4 種 , 2 種 , 1 種 の ファ ー 
ジ へ ゃ 抵抗 性 で あっ た . 352/44 で は 8 株 の うち 4 
株 が ファ ー ジ 1214, F8, EZ79 へ も 抵抗 性 。 他 の 2 
株 は さら に C188 へ も 抵抗 性 と な り , 残る 2 株 で は 
618, 4 種 の ファ ー ジ に も 抵抗 性 を 示 した. 352/ 


Table 8. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain 352 


Strain e. Sensitive pattern 
352 Tc -B—.—TL-—— 
/7 9 — —————-— E. 
5 ーーー オ ーー 一 + 
1 T————— + + 
7352 1 ーー ナオ キキ 一 + 
1 +t-++++ 一 + 
1 キーーーー 一 ー 一 
1 キー キーー 一 一 
4 十 オ ーーーー + 
1 T—-———— — 
/A214 1 deae e + + 
6 十 オ ーーーー + + 
1 E----- + + 
/F8 1 キキ ーーーー + + 
8 ナー トト ーー + + 
2 キト ーーーー 一 一 
/E79 5 十 キ ーーーー + + 
1 十 オ ー オ ーー + + 
2 T————— ー 一 
5 オオ ーーーー 一 一 
en 1 +++- E 
2 キキ ー キ ーー 一 一 


~~ 


t 


1214 で は 8 株 中 6 株 は 352 プ 44 の 4 株 と 同じ で , 残 
る 2 株 で は 1 株 は ファー ジ 352 へ も , いま 1 株 は さ 
ら に ファ ー ジ C11 と C188 へ も 抵抗 性 と な っ て いた . 
352/F8 は 10 株 中 8 株 が 同時 に ファ ー ジ 44 と E79 へ 
も 抵抗 性 と な り , 1 株 は 1214 へ も , 他 の 1 株 は さら 
こと 352 へ も る 抵抗 性 を 示し た . 352/E79 の 8 株 中 5 株 
は 352/44 と 352/1214 で 大 勢 を 占め た バ パターン と 同 
— C, 2 株 は ファ ー ジ 44, 1214, F8, C11, C188 
へ も 抵抗 性 , 1 株 は 44 と F 8 へ も 抵抗 性 と な っ て い 
た . 352/C11 で は 該当 ファ ー ジ を 除き , 10 株 中 5 株 
が ファ ー ジ 7 と 352 を 除く 5 ファージ へ も 抵抗 性 , 
2 株 は 7 を 除く 6 ファ ー ジ へ も 抵抗 性 , 別 の 2 株 が 
ファ ー ジ 7 , 352, 1214 を 除く , 残る 1 株 は ファ ー ジ 
7,352, 44 を 除く , いずれ も 4 ファ ー ジ へ も 抵抗 
性 と な っ て いた . 


Table 9. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain 44, 1214 and F8 


Strain ong, Sensitive pattern 

44 | ーー キキ ーーーー ナ キー エー 
1 ーー — 

/44 5 um "n 
6 ー 十 + + 

/1214 : ーー "E 

/119X l il ーー 

1214 | ーーー キ ー キ ーー エキ ーー 一 

/1214 3 -2 RI 

/E79 10 ー 一 一 

F8 ーー キキ キキ キキ ーー キー 

/44 5 二 キ ーーーー- + キー 
2 

/1214 1 ーーーー- EE o キー 
2 + トーーーーーー +ー 

/F8 10 + トーーー キ 二 二 キー 

E79 10 一 ーーーーー ー 

/M4 10 

/C11 10 。  。 ーーーーーー ー 

/119X 10 ++++++ 一 
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菌株 44 由 来 抵抗 性 変異 株 : 表 9 上 段 の よう に 親株 
は ファ ー ジ 44, 1214, 21, 119X 0 4 種 に 強度 感受 
性 で あっ た が , 44/21 の 分 離 は 不 成 功 に 終っ た . 44/ 
44 は 他 の 3 ファ ー ジ に 感受 性 を 残す も の が 10 株 中 6 
株 と 主流 を 占め , 2 株 は ファ ー ジ 119X に も , 1 株 
は さら に ファ ー ジ 1214 に も , 残る 1 株 は 全 フ ァ ー ジ 
に 抵抗 性 で あっ た . 44/1214 で は 8 株 中 7 株 が ファ 
ー ジ 44 と 119X に も 抵抗 性 と な り , 1 株 は 完全 抵抗 
性 と な っ て いた . 44/119 又 は 10 株 中 9 株 が ファ ー ジ 
21 に も , 1 株 は さら に ファ ー ジ 1214 に ゃ 抵抗 性 を 示 
し た . 

菌株 1214 由 来 抵抗 性 変異 株 : 表 9 中 段 に ある よう 
に この 場合 も ファ ー ジ 21 で は 完全 深 菌 平板 上 に 集落 
認め な いか , 認め た 場合 も すべ て 溶 原 化 菌 で 目的 
株 の 分 離 に は 成功 し な か っ た . 1214/E79 は 10 株 揃 
っ て 完全 抵抗 性 と な り , 1214/1214 で も 3 株 に その 
傾向 か あっ た が , 7 株 は 該当 ファ ー ジ と と も に 79 
に ゃ 抵抗 性 と な り , ファ ー ジ 21 感 受 性 を 残し て いた ・ 
菌株 F8 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 9 下 段 に 示 し た よ 
5 に 親株 が 強度 に 感受 性 を 示す 7 種 の ファ ー ジ に 抵 
抗 性 の 株 が 各 組 合せ で 分 離 で きた . 試験 し た それ ぞ 
れ 10 株 が 揃っ て 完全 抵抗 性 と な っ て いた の は , F8/ 
E79, F8/M4, F8/C11 で あっ て , F8/1214 中 の 4 
株 も 同じ 傾向 を 示し た が , うち 2 株 は ファ ー ジ 7, 
352, C188 へ の 抵抗 性 を 失っ て いた . F8/119 え は 
揃っ て 該当 ファ ー ジ の み に 抵 抗 竹 と な っ た . 5 株 分 
離 で き 揃っ て 同一 傾向 を 示し た F8/44 は , ファ ー ジ 
1214, F 8, E79, 119X に も 抵抗 性 と な る 一 方 , 
ファ ー ジ 7 , 352, C188 へ の 抵抗 性 を 失っ て いた ・ 
F8/1214 の 残る 1 株 で は ファ ー ジ 44, F8, E79, 
119X に も る 抵抗 性 と な る 一 方 , C188 へ の 抵抗 性 が 消 
失 し て いた . 10 株 均一 の F8/F8 は ファ ー ジ 44, 
1214, 119X へ も 抵抗 性 と な る 一 方 , ファ ー ジ 7 , 
352, C188 へ の 抵抗 性 を 失っ て いた ・ 

菌株 M88 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 10 に ある よう に 
7 種 の ファ ー ジ に 感受 性 を 示 し た 親株 か ら , ARE 
株 が 多く 目的 株 の 分 離 が で き な か っ た M88/21 を 除 
く , 6 種 の ファ ー ジ に 対す る 抵抗 性 変異 株 を 得 た ・ 
M88/ 7 は 3 株 すべ て が ファ ー ジ 44 と F 8 へ も 抵抗 
性 で あっ た . 10 株 試験 で きた M88/44 で は 3 株 が フ 
ァ ー ジ 7 , F8, E79 へ も , 他 は 表 の 順に 2 株 ずつ 
が ファ ー ジ 7, F8, E79, 21, ファ ー ジ 7 , F8, 
21, ファ ー ジ F 8 , E79 へ も , 1 株 が ファ ー ジ 7 , 
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Table 10. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain M88 


Strain Br Sensitive pattern 
M88 キ 一 十 二 二 一 一 一 十 一 
/7 3 ー -+-+ ++ 
2 — ーー トト ーー ーー キキ 
2 = aE — ++ 
/44 3 ー —L—— +++ 
2 Ł 一 キーー +++ 
1 ーー +++ 
1 + キ ーーーー 一 一 
{1214 2 ドキ ーー ニー ceni 
2 ーーー 一 ++— 
/F8 1 キキ ーーーー + Ł 
1 主 =p HEF 
1 キキ ーー ニーーー G - 
/E79 5 キキ ーーーー 一 + 
4 圭二 ーーーー de. mi 
/Al9X 10 ++++++ 一 一 


F 8 へ も 抵抗 性 を 示す と 多岐 に わた り , 全 株 が ファ 
— v C188 に 対す る 抵抗 性 を 失っ て いた . M88/1214 
は 3 株 中 2 株 が ファ ー ジ 44, F8, E79, 21 へ も る , 
1 株 は さら に ファ ー ジ 119 又 へ も 抵抗 性 で , 3 株 と 
も ファ ー ジ 352 へ の 抵抗 性 が 消失 し て いた . M88/F 
8 の 場合 , 4 株 中 2 株 は ファ ー ジ 7 , 44, 1214, E 
79, 119X へ る 抵抗 性 と な る 一 方 , ファ ー ジ C188 
へ の 抵抗 性 を 失い , 1 株 は ファ ー ジ 44, 1214, E79 
へ も 抵抗 性 と な る 反面 , ファ ー ジ 352 へ の 抵抗 性 を 
消失 , 残る 1 株 で は ファ ー ジ 44 へ も 抵抗 性 と な っ 
T, ファ ー ジ C188 へ の 抵抗 性 を 失っ て いた . M88/ 
E79 は 10 株 中 5 株 が ファ ー ジ 44, 1214, F 8, 21 へ 
も , 4 株 は 前 者 の うち ファ ー ジ 21 を 除く 3 種 へ も , 
1 株 は ファ ー ジ 44, 1214, F8, 119 又 へ も 抵抗 性 
と な る 一 方 , すべ て ファ ー ジ 352 へ の 抵抗 性 を 消失 
し て いた . 残る M88/119 双 で は 10 株 揃っ て ファ ー ジ 
21 へ ゃ 抵抗 性 と な っ た 反面 , フ ァ ー ジ 352 へ の 抵抗 
性 が 減弱 し て いた . 

菌株 M4 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 11 に 示し た よう 
に 親株 は 8 種 の ファ ー ジ に 感受 性 を 示し た が , RA 
化 株 の 検出 が 多く て ファ ー ジ 7 抵抗 株 は 分 離 で き な 
か っ た . M4/44 と M4/1214 の 全 株 , M4/F8 の 2 株 , 
M4/E79 の 9 株 , M4/M4 の 全 株 , M4/C11 の 8 株 
は 完全 抵抗 性 と な り , M4/119X は 該当 ファ ー ジ に 


Table 11. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain M4 


Strain of Sensitive pattern 
colony 
M4 圭一 士 土 十 二 二 ーー キー 
/44 10 ー —————-— — 
/1214 4 ー =~ — 
2 RN Io TRE MAT re EN kr 
3 ーー ーーーー 二 ーー — 
1 + 一 ーーー 十 一 — 
/F8 1 ————ÓaÓ€ € = 
2 + =- +t HE 
1 + ++ = 
9 mui. lr Mum LT. re I 
/E79 1 CES z 
/M4 10 ー —————— 
8 Cet S z 
/C11 1 + 一 ーーーー 一 — 
1 — ++++t+— = 
/119X 10 + 十 士 十 十 二 二 — 


の みる 抵抗 性 と な っ て いた . 残る 株 に つい て 感受 性 を 
残し た ファ ー ジ と し て 記載 する と , 多様 性 を 示し た 
M4/F8 は 3 株 が ファ ー ジ M4, 1 株 が ファ ー ジ 7 と 
M4, 1 株 が ファ ー ジ 7, M4, C11, 2 株 は ファ 
ー ジ 7, M4, CH, 119X, 1 株 が ファ ー ジ 7, 
44, M4, C11, M4/E79 と M4/C11 の 1 株 は ファ 
ー ジ 7 , M4/C11 の 残る 1 株 は ファ ー ジ 44, 1214, 
F8, E79, M4 で あっ た . 

菌株 C11 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 12 上 段 の よう に 
親株 が 強度 に 感受 性 を 示す 6 種 の ファ ー ジ に 抵抗 性 
の 株 が 各 組 合せ で 分 離 で きた . C11/44 の 8 株 , 
C11/1214 と C11/F8 の 全 株 , C11/E79 の 8 株 , 
C11/C11 の 7 株 は 全 ファー ジ に 抵抗 性 と な り , 
C11/119X の み は 揃 っ て 目的 ファ ー ジ の み に 抵 抗 性 
と な っ て いた . 残る 株 で は C11 プ 44 の 1 株 が ファ ー 
ジ C11 と 119 双 に も る , 同 1 株 は 目的 ファ ー ジ の みみ に, 
C11/E79 の 1 株 は ファ ー ジ 44, 12104, F 8, CIl 
Zb, C11/C11 の 1 株 が ファ ー ジ 44, F8, E79, 
119X に も , 同 1 株 は ファ ー ジ F 8 , 119 又 に も 抵抗 
性 と な っ て いた . 

菌株 21 由 来 抵 抗 性 変異 株 : 表 12 下 段 の よ うに 高 頻 
度 の 落 原 化 菌 に 混 じ て 分 離 で きた 21/21 は 3 株 と も 
ファ ー ジ 119 又 にゃ 抵抗 性 で あり , 21/19X は すべ 
て ファ ー ジ 21 へ の 感受 性 は 保っ て いた . 


Table 12. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain C11 and 21 


Strain UM Sensitive pattern 
C11 cuesecppepecpmeee cpm 
8 — "m 2A 
/44 1 ー 二 エエ ニー 一 
1 -++ + + 
/1214 10 em 
/F8 10 = る 
8 po 
/E79 1 au E: 
T un ーー 
/C11 1 志和 eee 2 
1 キキ ー キ 一 一 
/19X 10 F tF 4 
Üb s -7 0 eA キー ナー 
/21 3 t aum 
/119X 10 die 
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Table 13. Sensitivity of phage resistant mutant 
isolated from Strain C188 and 119X 


Strain Bond Sensitive pattern 
C188 0 0 0 ———————— dam 
/21 3 ー 土 
3 zm 
/C188 3 dts 
4 dor 
119X ネー ッッ ー a pe 
1 ae = 
7 1 ーーー 十 t 
1 E ーーー キ £ 
1 DET uc SaN 
/E79 1 = — + 
3 es seee 
4 Z ーーー X 
/C11 3 ー EE 
1 — ー 十 十 — 
/119X 7 + agg = 
エ EPI = 


菌株 C188 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 13 上 段 に 示す よ 
うに C188/21 も 溶 原 化 株 が 多く 分 離 率 は 低かっ た 
が 3 株 すべ て 該当 ファ ー ジ の み に 抵抗 性 で あり , 
C188/C188 で は 該当 ファ ー ジ の み に 抵抗 性 と な っ 
た の が 7 株 , 完全 抵抗 性 を 示し た の が 3 株 で あっ 
$c 

菌株 119X 由来 抵抗 性 変異 株 : 表 13 下 段 の よう に 
親株 が 感受 性 を 示し た 5 種 の ファ ー ジ の うち ファ ー 
ジ M 4 抵抗 性 株 の 分 離 は 不 成 功 に 終っ た . 119X/7 
で は 9 株 中 8 株 が ファ ー ジ E79, M4, CIZA, 
1 株 で は さら に ファ ー ジ 119 双 に も 抵抗 性 と な っ た 
一 方 , ファ ー ジ 21 へ の 抵抗 性 を 失っ て いた . 119X/ 
E79 は 5 株 中 3 株 が 前 記 8 株 群 と 同じ 傾向 を 示 L, 
1 株 は 全 フ ァ ー ジ に 抵抗 性 , 残る 1 株 は ファ ー ジ 21 
へ の 感受 性 化 を 除き 3 株 群 と 同様 で あっ た . 119X/ 
C11 は いずれ も ファ ー ジ 7 , E79, M4 へ も 抵抗 性 
と な り , 7 株 の うち 3 株 で は ファ ー ジ 21 へ の 抵抗 性 
を 失っ て いた . 9X/19X で は 10 株 中 7 株 が ファ 
ー ジ E79 に ゃ も , 2 株 は 該当 ファ ー ジ の み に , 1 株 は 
ファ ー ジ 7 と E79 に も ゃ 抵抗 性 を 示し て いた ・. 

菌株 GN3405 由 来 抵抗 性 変異 株 : 本 菌株 に つい て 
は 表 5, 6 を みる と ファ ー ジ 44, 1214, の @S 一 5 に 


感受 性 を 示し た が , ファ ー ジ 44 と 1214 で は 高 濃度 で 


b REAREA L, ファ ー ジ の S 一 5 Cr 
原 化 株 の み が 検 出さ れ て , 目的 と し た 抵抗 性 変異 株 
は 分 離 で き な か っ た . 


* E 


増殖 用 菌株 間 に み られ た 溶 原 性 

培養 濾液 を 直接 滴下 し た 表 2 の 成績 で は , 144 組 
合せ に つい て 4 回 の 成績 を 示し て いる が , その 現象 
発現 は 一 定 と は いえ ず , 65 組 合せ で は 少な く と も 1 
回 は 滴下 部 に 一 致し た 菌 発育 阻止 また は プラ ッ ク 形 
成 を 認め た . この うち も 毎回 , 3 回, 2 回 陽性 で あっ 
た の は それ ぞ れ 4 組 , 9 組 , 21 組 の 計 34 組 で , 残る 
31 組 は 1 回 の み 陽 性 で あっ た . これ と は 異な っ て し 
か も 毎回 新た に 作製 し た 濾液 に つい て プラ ッ ク 数 算 
定 を 行っ た 表 3 の 成績 を みる と , 20 組 が 示さ れ て お 
0, うち 4 組 で は それ ぞ れ 1 回 プラ ッ ク が 検出 され 
な か っ た . 滴下 法 で 毎回 陽性 の 4 組 は それ ぞ れ 表 3 
DC, D, E, N に あたり , 3 回 陽性 の 9 組 で は う 
ち 6 組 が 表 3 の F, G, H, L, O, V に 相当 し て 
いた が , 残る 3 組 は プラ ッ ク 発 現 が な く , また 表 3 
DP, S, T, U の 4 組 と A, B, K, M, Q, R 
の 6 組 は それ ぞ れ 滴下 法 で 2 回 , 1 回 と な っ て い 


n 
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た . この よう な 滴下 法 と プラ ッ ク 法 と の 間 に み られ 
た 差異 は , プラ ッ ク 法 各 組 3 回 の 値 に み ら れ る 差 で 
も 明らか な よう に , 落 原 ファ ー ジ 放出 その も の の 不 
安定 性 も 一 因 で は ある が , 培養 濾液 原液 を 用 いた 潤 
下 法 で は ピオ シン 活性 の 発現 も 考え られ る . この 点 
に 関し て は 今回 は 特に 確認 は 行っ て いな い . 

本 研究 で は , 落 原 ファ ー ジ が 作用 し た 増殖 用 菌株 
の 該当 型 別 用 ファ ー ジ 抵抗 性 変 穫 株 を 利用 する な ど 
の 方 法 に よ り , 型 別 用 ファ ー ジ 原液 中 に 含ま れる 浴 
原 フ ァ ー ジ の 確認 を 行う に は 至ら な か っ た . そこ で 
表 3 に 示し た 培養 濃 液 中 の 最高 ファ ー ジ 数 O07 
PFU/mD を 適用 し て みる と , 型 別 用 ファ ー ジ の 
力 価 が 10"^-T P F U/ml に 達し て いれ ば , 型 別に 用 
いる 1 一 3 x106PFU/ml に 相当 する ファ ー ジ 液 
中 の 落 原 ファ ー ジ は 型 別 結果 に 影響 し な いと 考え ら 
れる . し か し 常 法 で 非 感受 性 で あっ た 菌株 へ の 使用 
が 提案 きれ て いる 1 一 3 x10?PFU/ml 液 の 場合 
に は その 影響 は 考慮 に 入れ て お くべ き で ある . この 
際 特 に ファ ー ジ 44 と の @S 一 5 混在 し 得る 溶 原 フ ァ 
ー ジ は 今回 の 成績 ふか ら み て 作用 域 が 広い も る の で あっ 
TEY 

ART -Zin EnC RZEZ LEO 
菌株 で 増殖 させ た ファ ー ジ 液 の 作用 域 を 示し た 表 4 
の 成績 は , 型 別 用 ファ ー ジ に 混在 する 溶 原 フ ァ ー ジ 
を 考え る うえ に は 利用 で き な い . 本 実験 は 高 力 価 の 
溶 原 ファ ー ジ を 用 いて その 作用 域 を 参考 ほ まで に 知る 
目的 で 行っ た の で ある が , 予期 に 反し て 培養 濾液 と 
対比 きせ て の 作用 域 拡 大 は 少な く , それ が あっ た と 
みみ られ だ た の は B, D の 2 ファ ー ジ の み で あっ た . R 
原 株 が 同等 に 複数 ファ ー ジ を 放出 し て いる か 否 か の 
試験 は 行っ て いな い が , 異な っ た 菌株 で 分 離 ・ 増 殖 
を 行っ た 同一 培養 濾液 由来 の ファ ー ジ の 間 で は , m 
じ 和 宿主 域 は 全く 認め られ な か っ た . Zom RAE 
世 深 原 フ ァ ー ジ は 宿主 依存 性 変異 を 起 し 易い こと を 
示し た も の と も み ら れ , 浴 原 ファ ー ジ に 関す る 研究 
に 配慮 を 要する 点 で ある . 


型 別 用 ファ ー ジ の 増殖 用 菌株 へ の 作用 域 

表 5 の 高 力 価 液 滴下 の 場合 と プラ ッ ク 法 と の 間 に 
は , 前 者 の み 陽 性 が 12 組 , 後者 で の み 陽 性 が 3 組 あ 
oC, 藩 原 ファ ー ジ が 関与 し 得る の は 前 記 12 組 の 5 
ち フ ァ ー ジ C188 対 菌株 M88 の 部 分 の み で あっ て , 
残る 14 組 に つい て は 本 研究 の 範囲 で は 説明 不能 で あ 


っ た . 各 試 験 法 で 得 た 成績 に よっ て 各 フ ァ ー ジ の 作 
用 域 を 比較 する と , 高 力 価 液 滴下 と プラ ッ ク 法 で 44 
と 1214 が 同じ パタ ー ン を 示 し た の み で , これ を 除く 
10 フ ァ ー ジ は それ ぞ れ 異な っ て いた . Sakamoto et 
al. (1977) 提唱 の 方 法 は 7 と 352, 44 と 1214, F 8 
と E79 は それ ぞ れ 対 と し て 利用 され て いる の で , 44 
と 1214 が 同一 パタ ー ン を 示 し た の は 当然 と いえ , こ 
れ を 含め 11 種 の パタ ー ン が みみ られ だ たこ と は 使用 ファ 
ー ジ 個々 の 独立 性 を 示し た も の と いえ る . 

同 じ 成 績 を 増殖 用 菌株 の 感受 性 域 と し て みる と , 
高 力 価 液 滴下 時 の 菌株 7 と M4 が 感受 性 度 を まで 含め 
る と 差 は ある も の の 同一 パタ ー ン を 示 し た ほか は , 
各 画 株 の 感受 性 域 に 差 が あっ た . 表 6 で 増殖 用 菌株 
が 感受 性 を 示し た ファ ー ジ 数 は C188 の 2, GN3405 
03, 12140 5 を 除け ば 7 以上 と な っ て いる の で , 
表 3 に お いて 落 原 性 を 認め な か っ た 352。 F8, M 
88, 119X 0 4 株 で 増殖 させ た 各 フ ァ ー ジ の 作用 域 
を 検討 し , うち 2 株 を 増殖 用 菌株 と し て 残す の は 今 
後 の 課 題 と 考え られ る . 


ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の ファ ー ジ 感受 性 

表 7 一 13 の 対照 欄 に 示し た よう に GN3405 株 を 除 
く 11 株 が 感受 性 を 示し た ファ ー ジ 数 は 延べ 55 で あっ 
た が , 352/C188, 44/21, 1214/21, M88/21, M4/ 
7, 119 駐 /M4 を 除く 49 種 の ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 が 
分 離 で きた . 多数 の 株 が 分 離 で きた 場合 は 任意 の 10 
株 , 10 株 まで は 全 株 を 供 試し 計 410 株 の 成績 が 得 ら 
れ た . 菌株 7, F8, M88, 119X ょ より の 13 種 81 株 に 
み ら れ た 感受 性 の 出現 また は 増強 を 含め て , 同一 種 
全 株 が 均一 の 感受 性 を 示し た の が 22 種 179 株 , 2 様 
の パタ ー ン を 示し た の が 7 種 , 3 様 :14 種 , 4 様 : 
4 種 , 5 様 と 6 様 そ れ ぞ れ 1 種 と 複雑 な 場合 が 多 か 
っ た . 同一 種 の 全 株 が 型 別 用 ファ ー ジ の すべ て に 抵 
抗 人 性 と な っ た の は 1214/E79, F8/E79, F8/M4, 
F8/Cll, M4/44, M4/1214 ( 全 4 株 ), M4/M4, 
C11/1214, C11/F8, 21/21 ( 全 3 株 ) の 10 種 87 株 
T, 大 多数 の 株 が 完全 抵抗 人 性 を 示し た の は 7/M4 
(10 株 中 8 株 ) , M4/E79 (9 :10 , M4/C11 
(8:10 , C11/44 (8 :10 , C11/E79 (8 : 
9», C11/C11 (7:9) の 6 種 48 株 , 一 部 の 株 
が 全く 非 感受 性 と な っ た の は 44/44 (1 :10) , 44 
/1214 (1: 8) , 1214/1214 (3 :10) , F8/1214 
(2:5), M4/F8 (2 :10 , C188/C188 (3: 


10 , 119X/E79 (1:5) 0 7 種 13 株 で あっ た ・ 
完全 抵抗 性 化 株 は 計 148 株 で 被験 株 の 36.1 グ を 占め , 
各 フ ァ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 傾向 と し て みる と , 49% 
の うち 16 種 (32.6) で は ある ファ ー ジ へ の 抵抗 性 
化 は 完全 非 感受 性 化 を も た らし た と いえ る . —À5H 
的 と し た ファ ー ジ へ の 抵抗 の み を 獲得 し た の は 7/ 
119X ( 全 2 株 ) , 44/44 (6 : 10) , F8/119X, 
MA/19X, C11/44 (1 : 10) , C11/119X, 21/ 
119X, C188/21 (& 3 株 ) , C188/C188(7 : 10), 
119X/119X (2 : 10) の 10 種 61 株 で あっ た . これ 

ら の うち ファ ー ジ 119X 抵 抗 株 は すべ て ファ ー ジ 21 
に 感受 性 を 示さ な か っ た 親株 由来 で あり , 上 記 の は 
か に 試験 し た 44/119 六 と M88/119X の 10 株 ずつ で は 
それ ぞ れ 9 株 と 10 株 で 同時 に ファ ー ジ 21 に 対す る 抵 
抗 性 を 獲得 し て いた . そこ で ファ ー ジ 119X は 他 の 
ファ ー ジ と は 異な っ て お り , ファ ー ジ 21 と は 関連 性 
が ある と 考え られ る ・ 

表 7 一 13 の 成績 か ら 同 一 親株 由来 の 各 フ ァ ー ジ 抵 
抗 性 変異 株 の 2 種 に つい て , 抵抗 性 化 の 目的 と し た 
2 ファ ー ジ に 対す る 成績 を 多数 株 の 示 し た 態度 で 判 
定 し つつ , その 間 に 交 差 抵抗 性 が 認め られ だ ファー 
ジ の 組合 せ と し て 列記 する と , 表 7 で は ファ ー ジ 7 
と M4, 表 8 で 7 と 352, 44 -1214, F 8, E79 の 各 
組合 せ , 1214 と E79, F 8 と E79, 表 9 中 段 の 場合 
1214 と E79, 同 表 下段 で は 44 と 1214, F8, E790 
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3 組 , 1214 と F8, E79, M4, C11 の 4 組 , E79 と 
M4, C11 の 2 組 , M4 と Cll, 表 10 で 7 444, 44 
LF8, E79 の 2 組 , 1214 と F 8, E79 の 2 組 , F 
8 と E79, 表 11 の 場合 44 と 1214、 F8,E79, M4, 

C11 の 5 組 , 1214 と F 8, E79, M4, C11 の 4 組 , 
F 8 と E79, C11 の 2 組 , E79 と M4, C11 の 2 ý 
M4 と C11 と な り , #12044, 1214, F 8, E79, 

C11 と 表 13 の 7, E79, C11 で は それ ぞ れ 完全 な 交 
差 抵 抗 性 を 示し て いた . これ ら の 組合 せ の うち に は 
親株 を 異 に し て 同じ 組合 せ の ファ ー ジ に 対す る 交差 
抵抗 性 が ある の で , 2 種 の ファ ー ジ 間 の 交差 抵抗 性 
の 有無 に 分 け て まとめ た の が 表 14 で ある . これ に よ 
る と ファ テージ 7 と 352。 7 と M4, LEES, 44 と 
E79, 1214 と E79, 1214 と M4, E79 と M4, M4 
と C11 の 8 組 で は 常に 交差 抵抗 性 が 成立 し て お 9, 

盛 い に 近 縁 で は な いか と み ら れ た . 一 方 7 と 1214, 

7 と FE 8, 352 と 44, 1214, F8, E79, C11 の 5 
ファ ー ジ ,。 F8 と M4, 21 と C188, 119X Ł 8 種 の 
ファ ー ジ の 17 組 で は 全く 交差 抵抗 性 を 認め ず , Hv 
に 相関 任 の うす い フ ァ ー ジ と み ら れ た . 残る 11 組 の 
ぅ ち 44 と 1214, 1214 と F 8, 1214 と C11, F8XE 
79, E79 と C11 の 5 組 で は 交差 抵抗 性 を 認め た 場合 
が 多く , きら に 残る 7 と 44, 7 LCI, 44 と M4, 

44 と C11, FE 8 と C11 の 5 組 で は 何れ と も 決め 得 な 
か っ た . 


Table 14. Number ofthe combination showing cross-resistance between two kinds of 


phage resistant mutants 


Phage 
Phage $ j 
352 44 1214 F8 E79 M4 C11 21 C188 119X  @S-5 

T 1:0 1l 0:2 0:2 1:2 1:0 1:1 0:3 

352 0:1 0:1 0:1 0:1 0:1 
44 4:2 5:0 5:0 1:1 212 0:5 
1214 4:1 6:0 2:0 dox 0:5 
F8 4:1 0:2 PE, 0:4 
E79 2:0 4:1 0:5 
M4 2:0 0:3 
C11 0:4 
0:1 0:1 


Figures indicate the number of positive : negative cross-resistance from the results shown 


in Tables 7—13. 


Judgement to positive or negative in a kind of mutant was made by a majority of the 


results. 


132 


Table 15. Similarity index between phages 


Phage 
Phage 
352 44 1214 F8 E79 MA C11 21 C188 119X の @S-5 

7 67 15 20 15 23 31 48 31 11 0 
352 9 14 9 16 12 33 33 10 0 
44 54 74 57 24 27 0 1 0 0 
1214 47 50 16 27 12 17 16 0 
F8 69 26 30 0 2 1 0 
E79 37 38 4 12 0 
M4 51 0 12 2 0 
C11 0 26 2 0 
21 6 37 0 
C188 8 0 
119X 0 


Similarity index (77) (Bergan, 1972a, b) are obtained by the results shown in Tables 


7—13. 


同じ く 表 7 一 13 の 成績 を 延べ 410 株 の 型 別 結果 と 
し て Bergan (1972 a, b) また は Sakamoto et al. 
(1975) と 同様 に し て similariry index を 求め た の 
が 表 15 で ある . これ は ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 和み を 
用 いて いる の で 他 の 成績 と の 比較 は で き な い . し か 
し Sakamoto et al. (1977) が Group 1 の a, b, 
c と し て 用 いて いる ファ ー ジ 7 と 352, 4441214, 
F8 と E79 で は それ ぞ れ 67 多 , 54%, 69 と 高値 で , 
民 ら の 方 針 を 支持 する 結果 で あっ た . この ほか 44 と 
F 8 で は 最高 値 74, 44 と E79 は 前 記 44 と 1214 i り 
高い 57 ダ を 示し, 1214 と E79, M4 と C11 の 間 に も 
か な りな 相関 が あっ た . 


結 
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株 を 用 いて , 菌株 の 溶 原 性 と 型 別 用 ファ ー ジ に 対す 
る 感受 性 を 試験 し , 後者 の 成績 に 基づき ファ ー ジ 的 
抗 性 変異 株 を 分 離 , それ ら の 型 別 用 の ファ ー ジ に 対 
する 感受 性 を 試験 し て 以下 の 結果 を 得 た . 

1) 落 養 濾液 の プラ ッ ク 算 定 法 に より , NUBE 
株 12 株 の うち 352, F 8, M88, 119X を 除く 8 株 に 
溶 原 性 を 認め た . 濾液 と し て みた ファ ー ジ の 作用 域 
は 6 株 と 5 株 へ が 各 1, 2 株 へ 3, 1 株 の み へ が 3 
で あっ た . し か し その 力 価 か ら , ファ ー ジ 型 別 の 実 
際 面 で は まず 影響 が な いも の と 推定 し た . 

2 ) 落 原 ファ ー ジ を 異な っ た 菌株 で 分 離 ・ 増 殖 し 


zh 
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た 場合 それ ぞ れ の 宿主 域 に 差 を 認め , これ ら の 深 
原 フ ァ ー ジ は 宿主 依存 性 変異 を 起 し 易い も の と 考え 
Tes 

3) 型 別 用 ファ ー ジ は 大 多数 の も の が 広い 宿主 域 
を 示し た . そこ で 上 記 溶 原 性 を 認め な か っ た 4 株 の 
うち 2 株 で 型 別 用 ファ ー ジ を 増殖 する 可能 性 に 言 
LA. 

4) 49 種 , 410 株 の ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 型 別 
用 ファ ー ジ に 対す る 感受 性 城 は , 極め て 複雑 で あっ 
た が 以下 の 知見 を 得 た . 

5) 菌株 7, F8, M88, 119 双 ょ り の 13 種 81 株 
に は 親株 が 非 感受 條 で あっ た ファ ー ジ の 一 部 へ の 感 
受 性 化 が み ら れ た . 

6 ) 22 種 179 株 で は 各種 の うち で は 均一 な 感受 性 
域 を 示し , うち 10 種 87 株 で は 全 フ ァ ー ジ 抵抗 性 で あ 
っ た . 各種 の うち 大 多数 の 株 が 完全 抵抗 性 と な っ た 
の は 6 種 58 株 中 48 株 で あっ た . 

7) 目的 と し た ファ ー ジ の み へ の 抵抗 性 を 獲得 し 
た の は 10 種 85 株 中 61 株 で あっ た . この うち 6 種 52 株 
中 44 株 は ファ ー ジ 21 非 感受 性 の 親株 由来 の ファ ー ジ 
119 共 抵抗 株 で あり , 同 フ ァ ー ジ へ の 抵抗 株 が ファ 
ー ジ 21 へ も 抵抗 性 と な っ た 2 種 20 株 中 19 株 と 合せ て , 
ファ ー ジ 119X は 21 を 除く 他 の ファ ー ジ に は 異種 の 
も の と 考え られ た . 

8 ) 各種 の 対象 2 ファ ー ジ に 対す る 成績 を 多数 株 
の 示 し た 態度 で 判定 , 2 ファ ー ジ 間 の 交差 抵抗 性 出 
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現 度 を 比較 し , 常に 交差 抵抗 性 を 示し た ファ ー ジ 7 と 1214, F 8 と E79 に 高値 を 認め , Sakamoto et al. 
と 352。 7 と M4, 44Ł F8, 44 と E79, 1214 と M (1977) の 型 別 法 を 支持 で きた . この ほか 44 と F8, 
4, E79 と M4, M4 と C11 は 近 縁 と 考え た . 44L- E79, 1214 - E79, M4 と C11 に も 相関 を 認め 
9) similarity index を 求め た 結果 , 7 と 352, 44 
E: & 


稿 を 終わ る に 当たり , 終始 ご 懇切 な る ご 指導 と ご 校閲 を 賜わり まし た 当 部 門 内 藤 達郎 教授 に 深 
い 謝意 を 表 し ます . また 実験 に 際 し て ご 協力 いた だ いた 教室 員 各 位 に 謝意 を 表し ます - 
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